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1 UVOD 
Zaradi povečevanja prebivalstva in posledično vedno večje potrebe po hrani, dodatno pa še 
vedno večjih vremenskih ekstremov, ki vplivajo na poljedelstvo in zmanjševanje predelovalnih 
površin, je zagotavljanje dovolj velike količine hrane en izmed izzivov, s katerimi se bomo 
soočali v prihodnosti. Prav zato so potrebni razni biotehnološki pristopi za omejevanje posledic 
raznih okoljskih in biotskih dejavnikov in povečanje rasti rastlin. Škodljivci so velik problem v 
poljedelstvu, saj opazno zmanjšujejo pridelek. Zaradi strmenja k okolju prijaznim načinom 
zatiranja škodljivcev je uporaba malih RNA molekul za njihovo zatiranje potencialna 
tehnologija varstva rastlin v prihodnosti. 
 
2 PESTICIDI 
Pesticidi so po Svetovni zdravstveni organizaciji (WHO – World Health Organization) 
definirani kot kemične spojine, ki se uporabljajo za zatiranje škodljivcev, vključno z žuželkami, 
glodalci, glivami in nezaželenimi rastlinami, kot so pleveli. V javnem zdravstvu se pesticidi 
uporabljajo za kontroliranje prenašalcev bolezni, kot so komarji, v kmetijstvu pa za zatiranje 
škodljivcev, ki poškodujejo pridelke. Po svoji naravi so pesticidi potencialno strupeni za druge 
organizme, vključno z ljudmi, in jih je treba varno uporabljati ter pravilno odstranjevati. 
 
Pesticidi delujejo tako, da škodljivce privabljajo, zapeljujejo in nato zatirajo ali blažijo njihove 
poškodbe. Škodljivce lahko opredelimo kot rastline ali živali, ki ogrožajo našo hrano, zdravje in 
udobje (Mahmood in sod., 2016). 
 
2.1 PROBLEMATIKA PESTICIDOV 
Nevarnosti, povezane z rabo pesticidov, so presegle njihove dobre lastnosti, saj imajo velik 
učinek na neciljne organizme in vplivajo na živalsko in rastlinsko biodiverziteto ter tudi vodne 
in kopenske prehranske verige in ekosistem (Mahmood in sod., 2016). Kemični pesticidi se že 
desetletja uporabljajo v kmetijstvu, da bi zmanjšali izgubo pridelka in zadovoljili vse večje 
potrebe po hrani. Približno tretjina kmetijskih surovin se proizvede z uporabo kemičnih 
pesticidov (Zhang in sod, 2011). Če bi kmetje po vsem svetu nehali uporabljati pesticide, bi se 
izgube pridelkov sadja, zelenjave in žit zaradi škodljivcev povečale za 78 %, 54 % in 32 % 
(Bhandari in sod., 2020, cit. po Cai, 2008). Kontaminacija tal z ostanki pesticidov je velika 
težava predvsem zaradi visoke obstojnosti nekaterih od teh v tleh, strupenosti za ljudi in 
odpornosti škodljivcev nanje.  
 
Pesticidi lahko onesnažijo tkiva praktično vseh življenjskih oblik na zemlji, zrak, jezera in 
oceane, ribe, ki živijo v njih, ter ptice, ki se hranijo z ribami (Hurley in sod., 1998). 
 
2.1.1 Ogrožanje vodne biodiverzitete 
Pesticidi vstopajo v vodne vire skozi odtok, odpadne vode, izpirajo se skozi zemljo, lahko pa 
pride do neposrednega onesnaženja. Onesnažena voda predstavlja veliko grožnjo vodni 
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biodiverziteti. Pesticide, ki so uporabljeni na kmetijskih površinah, odplavijo padavine v vodne 
ekosisteme, kjer vplivajo na žive in neciljne organizme. Zaradi uporabe pesticidov je zaznan 
tudi upad populacije različnih rib (Scholz in sod., 2012). Približno 80 % raztopljenega kisika 
zagotavljajo vodne rastline, kar je nujno za vzdrževanje vodnega življenja. Uničevanje le-teh s 
herbicidi vodi do drastično nizke ravni O2 v vodi, kar pripelje do zadušitve in slabših 
reproduktivnih sposobnosti rib in drugih vodnih organizmov. Vodni ekosistemi doživljajo 
veliko škodo zaradi odtoka pesticidov v jezera in škropljenj kmetijskih zemljišč. Globalni 
problem predstavlja tudi onesnaženje podtalne vode s pesticidi. Ko je podtalnica enkrat 
onesnažena s strupenimi kemikalijami, lahko traja več let, da se kontaminacija razblini ali očisti. 
Čiščenje je lahko zelo drago in zapleteno, če ne celo nemogoče (Forson in Storfer, 2006; 
Relyea, 2005; Relyea in Hoverman, 2008). 
 
2.1.2 Ogrožanje kopenske biodiverzitete 
Izpostavljenost pesticidom povzroča tudi letalne učinke na neciljne kopenske rastline. Herbicidi 
lahko tudi povečajo občutljivost rastlin na bolezni in znižujejo kakovost semen (Landivar in 
sod., 1996). Velike posledice občutijo tudi kopenske živali. Populacije koristnih žuželk, kot so 
čebele, lahko zaradi širokega spektra delovanja insekticidov in fungicidov opazno upadejo. 
Vpliv imajo tudi na vedenje in hranjenje čebel, zaznana pa je bila tudi vsebnost pesticidov v 
čebeljem medu in vosku (Pilling in Jepson, 2006; Yang in sod., 2008).  
 
Eden glavnih problemov uporabe pesticidov je njihovo izpiranje v tla, saj le-to vpliva na 
mikrobe, ki v tleh prebivajo in pomagajo rastlinam pri vnosu hranil, razgradnji organskih snovi 
in povečanju rodovitnosti tal. Posledično so mikrobi izredno koristni za ljudi, saj smo odvisni od 
rastlin. Dokazano je, da nekateri fungicidi motijo proces nitrifikacije in denitrifikacije bakterij v 
zemlji (Lang in Cai, 2009). 
 
V ekosistemu imajo pomembno vlogo tudi deževniki, saj delujejo kot bioindikatorji onesnaženja 
tal in prispevajo k rodovitnosti tal. Pesticidi s svojim strupenim delovanjem predvsem preko 
onesnaženih tal in voda pa vlivajo nanje. Dokazano je, da fungicidi in insekticidi v deževnikih 
povzročajo nevrotoksične učinke, le-ti pa so po dolgotrajni izpostavljenosti fiziološko 
poškodovani (Schreck in sod., 2008). 
 
2.1.3 Ogrožanje zdravja ljudi 
Znano je, da nekatere kemikalije v okolju, vključno s pesticidi, povzročajo škodljive učinke z 
oponašanjem ali zaviranjem naravnih hormonov v telesu. Prav zato je dolgoročna 
izpostavljenost, pa čeprav nizkim količinam kemikalij, povezana z učinki na zdravje ljudi, kot 
so na primer vplivanje na imunski sistem, hormonske motnje, vplivi na možgane, reproduktivne 
nepravilnosti in rak (Brouwer in sod., 1999). 
 
Ljudje, še posebno dojenčki in otroci, so zelo občutljivi na škodljive učinke pesticidov zaradi 
njihove nespecifične narave in neustrezne uporabe. Uporaba le-teh se je v zadnjih desetletjih 
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močno povečala, kar je povečalo tudi izpostavljenost kemikalijam. Po podatkih Svetovne 
zdravstvene organizacije (WHO) v državah v razvoju vsako leto poročajo o približno 3.000.000 
primerov zastrupitve s pesticidi in 220.000 smrti. 
 
Najpogostejši in najučinkoviteši neposredni vpliv pesticidov na človeka je skozi človeško kožo 
(Anderson in Meade, 2014). Rezultati različnih raziskav nakazujejo, da so delavcem v 
proizvodnji pesticidov, ki so redno izpostavljeni stiku s pesticidi, v serumu našli povišane 
koncentracije pesticidov, s katerimi rokujejo. Koncentracija pesticidov je bila odvisna od 
intenzivnosti in časa izpostavljenosti. Posledično so imeli ti delavci večje težave s plodnostjo in 
prišlo je do prirojenih napak pri njihovih potomcih, kot so polidaktilija, deformacije oči, 
malformacije okončnin in anencefalija (Nigam in sod., 1993; Rupa in sod., 1991). 
 
2.1.4 Odpornost na pesticide 
Organizmi se na spremembe v okolju spretno odzivajo, tako s presežno produktivno 
zmogljivostjo tarč kot z genetskimi spremembami na dolgi rok. Prav pri škodljivcih so te 
sposobnosti pomembne, saj vplivajo na izbiro ustrezne kontrole nad njimi, in sicer v taki obliki, 
da so lahko sprva dobre strategije na dolgi rok neučinkovite.  
 
3 RNAi 
Sodobno kmetijstvo vstopa v novo zeleno revolucijo, ki temelji na pomembnem napredku pri 
uporabi reverzne genetike za razjasnitev delovanja genov in uporabe tega znanja pri zatiranju 
škodljivcev. RNA interferenca (RNAi) je naravni mehanizem sekvenčno specifičnega utišanja 
genov, ki se sproži z dsRNA in vodi v degradacijo mRNA ter s tem do zmanjšanja izražanja ali 
popolnega utišanja ekspresije ciljnega gena. Odkritje RNAi predstavlja eno najbolj obetavnih in 
hitro napredujočih področij v funkcionalni genomiki rastlin pri izboljšanju pridelka rastlin z 
metabolnim inženiringom. Pri rastlinah je bil ta mehanizem uspešno uporabljen za povišanje 
hranilne vrednosti rastlinskih vrst, splošne kakovosti in pri obrambi pred patogeni ali boleznimi 
(Ali in sod., 2010).  
 
Od razjasnitve mehanizma za utišanje genov v evkariontskih organizmih je bil dosežen 
pomemben napredek v povezavi s to tehniko za kontrolo škodljivcev in bolezni rastlin. Kmalu 
po odkritju, ko sta Fire in Mello leta 1998 ugotovila, da se lahko dvoverižne RNA z RNAi 
metodami uporablja za ustavitev delovanja nekaterih genov, je RNA interferenca postala ena 
izmed pomembnejših orodij v funkcionalni genomiki, in sicer zaradi relativne enostavnosti in 
ker za razliko od predhodnih metod zagotavlja močan reverzni genetski pristop (Perrimon in 
sod., 2010).  
 
RNAi utišanje genov v ciljnih organizmih lahko poteka v dveh oblikah: (1) neposreden vnos 
dsRNA molekul v organizem ali (2) neposreden vnos malih RNA (sRNA). Trenutno obstajata 
dva glavna razreda sRNA, ki delujeta po poti RNAi: mikroRNA in majhne interferenčne RNA 
(siRNA) (Matranga in Zamore, 2007). 
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3.1 MALE RNA MOLEKULE 
RNA je pomembna molekula, ki sodeluje pri bioloških procesih v živih organizmih. V preteklih 
letih je bilo odkrito veliko RNA molekul, ki niti ne kodirajo beljakovin (Won in sod., 2014) niti 
ne delujejo kot tRNA ali rRNA (Storz, 2002). Dolžina nekodirajočih RNA (ncRNA) je še eno 
pomembno merilo za razvrstitev le-teh. Dolge nekodirajoče RNA se nanašajo na ncRNA, ki so 
daljše od velikosti 200 nukleotidov (Won in sod., 2014). Evkariontske male RNA s približno 
21–24 nukleotidi delujejo kot vodilne molekule v precej širokem območju bioloških procesov, 
vključno s tvorbo kromatina in protivirusno obrambo (Finnegan in Matzke, 2003). V rastlinah 
so male RNA razvrščene v mikroRNA (miRNA) in majhne interferenčne RNA (siRNA) (Won 
in sod., 2014). Te male RNA zatirajo izražanje genov na transkripcijski ali posttranskripcijski 
ravni in imajo pomembno funkcijo v obrambi genoma, v rasti, razvoju, boleznih in stresnemu 
odzivu (Carrington in Ambros, 2003). 
 
3.1.1 Mikro RNA 
Mikro RNA (miRNA) spadajo v skupino endogenih, nekodirajočih majhnih RNA, ki so dolge 
okoli 22 nukleotidov, in posredujejo ali vplivajo na transkripcijo in translacijo drugih genov, 
posledica tega pa je utišanje ali aktivacija. Vse več dokazov je, da imajo nekodirajoče RNA 
molekule s približno 22 nukleotidi ključno vlogo kot regulatorji izražanja genov v evkariontih. 
Prvi endogeni miRNA, ki sta bili identificirani, sta bili lin-4 in let-7 RNA (Lee in sod., 1993).  
 
3.1.1.1 Biogeneza miRNA 
Biogeneza miRNA se prične v jedru s prepisom genov s polimerazo II. Geni se lahko nahajajo 
posamično ali v skupinah, miRNA pa nastanejo iz enoverižnih primarnih miRNA (pri-miRNA) 
transkriptov, ki lahko tvorijo strukturo lasnične zanke (angl. stem loop). V rastlinah prehod iz 
pri-miRNA preko pre-miRNA v zrele miRNA poteka v celoti v jedru pod vplivom encima 
DCL1 (Dicer-like 1), ki vsebuje dve domeni za vezavo dsRNA. Pri živalih pa na pri-miRNA 
najprej deluje encim Drosha, ki ga skrajša v pre-miRNA, ta pa se nato s pomočjo Exportin-5 iz 
jedra pomakne v citoplazmo, kjer z encimom Dicer preide do zrele miRNA (Jones-Rhoades in 
sod., 2006). Poleg Dicer encima oziroma DCL1 sta za predelavo pri-miRNA in kopičenje zrelih 
miRNA pomembna tudi HYL1 protein, ki veže dsRNA in SE. Zrele miRNA se nato metilirajo 
in eksportirajo v citoplazmo, kjer, vključene v protein Argonaut, tvorijo kompleks RISC (RNA 
induced silencing complex), ki omogoča vezavo na mRNA tarče, le-ti pa so pomembni pri 
razvoju, boleznih in stresnih odzivih (Zhu, 2008). 
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Slika 1: Biogeneza miRNA in delovanje v rastlini. Primarni miRNA transkript ob delovanju encima DICER 
(DCL1) preide do zrele miRNA (dupleks miRNA), ki se nato metilira in transportira v citoplazmo, vključi v 
Argonaut (AGO1), tvori RISC kompleks, ki deluje na tarčno mRNA in vpliva na razvoj, bolezni in stresni odziv 
(prirejeno po Zhu, 2008). 
 
3.1.2 Male interferenčne RNA  
Male interferenčne RNA (siRNA) so 21–24 nukleotidov dolge RNA. Razvrstimo jih lahko glede 
na beljakovine, ki so vključene v njihovo biogenezo, glede na njihov način uravnavanja, njihovo 
velikost in tudi glede na molekule, ki sprožijo njihovo proizvodnjo (Ghildiyal in Zamore, 2009). 
Povezane so s posttranksripcijskima oblikama RNAi ter utišanjem z modifikacijo kromatina 
(Finnegan in Matzke, 2003). Nastanejo iz prekurzorjev, ki vsebujejo dvojno verižno RNA, 
(dsRNA) in tudi iz prekurzorjev, ki nastanejo z aktivnostjo RNA-odvisnih RNA polimeraz 
(RdRp) (Dalmay in sod., 2000). Endogene siRNA v rastlinah izvirajo iz mnogih vrst 
transpozonov, retroelementov, drugih velikokrat ponovljivih zaporedij, psevdogenov, intergenih 
regij in izraženih genov (Hamilton in sod., 1999), eksogene siRNA pa so lahko virusnega izvora 
ali umetno vstavljene (Matranga in Zamore, 2007). Vpletene so v različne procese v celici, 
vključno z obrambo proti virusi, prestrukturiranjem kromatina, utišanjem transpozonov in 
transgenov ter v regulacijo post-transkripcijske mRNA (Baulcombe, 2004). Bistvena razlika z 
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miRNA je narava njihovih prekurzerjev, torej siRNA nastanejo iz dolgih, dvoverižnih RNA, 
medtem ko miRNA nastanejo iz posameznih molekul RNA, ki vključujejo nepopolno formirane 
zanke. Večina siRNA cilja na gen, iz katerega so pridobljene, ali na tiste gene, ki so z njimi 
tesno povezani, medtem ko miRNA uravnavajo gene, ki niso povezani z lokusi, ki kodirajo 
miRNA. Kljub podobni biogenezi se ta pri različnih organizmih delno razlikuje (Xie in sod., 
2004). 
 
3.2 DELOVANJE RNAi V RASTLINI 
RNAi je evolucijsko ohranjen proces, ki igra pomembno vlogo v obrambi pred invazivnimi 
nukleinskimi kislinami, kot so transpozoni in virusi. Je tudi pomemben mehanizem za urejanje 
endogene ekspresije genov (Li in Zamore, 2019). Osnovne poti delovanja RNAi, ki so značilne 
za večina evkariontskih celic, delujejo na podlagi različnih malih RNA za uravnavanje 
translacije oziroma degradacije mRNA ali tvorbe sekvenčno specifičnega heterokromatina 
(Castel in Martienssen, 2013). Male RNA nastajajo iz endogeno sintetiziranega ali eksogeno 
vstavljenih dsRNA, ki se predelajo v 20–30 nukleotidov dolge duplekse z encimom 
RibonukleazaIII, imenovanim DICER ali DCL (DICER-like) v rastlinah in glivah. Nastali 
dupleksi se nato naložijo v proteine iz družine ARGONAVTI (AGO) v citoplazmi. RISC 
kompleks (angl. RNA-induced silencing complex) se nato sestavi še s pomočjo drugih proteinov 
skupaj z odvijanjem RNA dupleksa in sproščanjem ene izmed verig (angl. nonguide strand) 
RNA. Veriga RNA, ki je v kompleksu ostala (angl. guide strand), usmeri RISC kompleks do 
tarčne komplementarne mRNA v citoplazmi ali pa se kompleks uvozi v jedro, kjer je cilj DNA. 
Prepoznava tarče vodi ali v transkripcijsko utišanje gena (TGS) z DNA metilacijo ali pa do 
posttranskripcijskega utišanja gena (PTGS) z inhibicijo translacije oziroma destabilizacijo RNA, 
odvisno od biološke funkcije (Liu in sod., 2019). 
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Slika 2: Mehanizem delovanja RNAi (prirejeno po Ali in sod., 2010). 
 
3.3 FAKTORJI, KI VPLIVAJO NA USPEŠNOST RNAi 
Za zagotavljanje uspešnosti RNAi je potrebno upoštevati več faktorjev.  
 
3.3.1 Koncentracija dsRNA 
Koncentracija dsRNA, ki pride npr. v tkivo insekta, je izredno pomembna, saj je za sprožitev 
dovolj močnega odziva RNAi potrebna zadovoljiva koncentracija le-te. Ker je jakost utišanja 
pogojena s količino pri nizkih koncentracijah, je optimalno koncentracijo dsRNA nemogoče 
predvideti, vendar jo je treba določiti eksperimentalno (Zhang in sod., 2017).  
 
3.3.2 Dolžina fragmenta dsRNA  
Dolžina fragmenta je tudi pomemben faktor pri RNAi odzivu, saj prekratki fragmenti v veliko 
organizmih ne sprožijo RNAi. Raziskave pri metulju tobačnega črva (Manduca sexta) kažejo 
boljšo odzivnost žuželke na daljše zaužite dsRNA (Kumar in sod., 2012). Podobno je pri 
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koruznem hrošču (Diabrotica virgifera), kjer je bila za učinkovit odziv RNAi potrebna dolžina 
60 bp dsRNA, saj kratke 21 nukleotidov dolge siRNA niso vplivale na izražanje tarčnega gena 
(Bolognesi in sod., 2012). Po drugi strani je pri vinski mušici (Drosophila melanogaster) za 
sprožitev RNAi potrebna minimalna dolžina dsRNA, saj se odzovejo že na 21 bp dolge dsRNA 
(Saleh in sod., 2006). Raziskave kažejo na to, da je za uspešnost RNAi pomembna dolžina 
fragmenta, vendar je odziv odvisen od vsakega organizma posebej. 
 
3.3.3 Izbira tarčnega gena 
Pri izbiri tarčnega gena je potrebno upoštevati, da je le-ta ključen za preživetje ciljnega 
organizma oziroma pomemben za razvoj ali plodnost, tako da utišanje tarčnega gena lahko 
povzroči smrtnost, zastoj v razvoju ali neplodnost, poleg tega pa je potrebno, da je fragment 
dsRNA učinkovit pri utišanju tarčnega gena (Zhang in sod., 2017). 
 
4 PREVZEM dsRNA V INSEKTIH 
Obstajata dve vrsti RNAi, in sicer celično avtonomna RNAi, ki poteka znotraj celice, in 
necelično avtonomna RNAi, ki predstavlja sprejem v celico in prenos signala za utišanje iz ene 
celice v drugo in iz enega tkiva v drugega (Whangbo in Hunter, 2008). Pri insektih, ki preko 
rastlin zaužijejo dsRNA ali siRNA in se s tem pri njih sproži RNAi in utišanje gena, poznamo 
dva različna mehanizma prevzema RNA v celice črevesnega epitelija, ki se lahko delno 
razlikujejo glede na vrsto insektov, vendar imajo večinoma iste elemente. 
 
4.1 PREVZEM S TRANSMEMBRANSKIM KANALOM 
Prevzem s transmembranskim kanalom je najbolje raziskan pri nematodi Caenorhabditis 
elegans. Pomembna sta dva proteina, SID-1 in SID-2, ki sodelujeta pri RNAi. SID-1 je 
transmembranski protein, bistven za sistemsko RNAi in naj bi deloval kot multimer, ki pasivno 
transportira dsRNA v celice. Drugi protein, SID-2, se nahaja predvsem v črevesnem tkivu in 
sodeluje pri prevzetju eksogene dsRNA iz črevesnega lumna. Za ta prevzem so predlagane tri 
hipoteze koordinacije oziroma sodelovanja proteinov. (i) SID-2 modificira SID-1 molekulo, da 
aktivira transport, (ii) SID-2 veže eksogeno dsRNA in jo prenese do SID-1, (iii) SID-2 sproži 
endocitozo dsRNA in SID-1 odda dsRNA do citoplazme (Whangbo in Hunter, 2008). 
 
4.2 PREVZEM Z ENDOCITOZO 
Mehanizem prevzetja dsRNA z endocitozo je najbolje raziskan pri vinski mušici (Drosophila 
melanogaster), ki nima ortologov sid gena, vseeno pa ima prisoten avtonomni RNAi 
mehanizem, kar pomeni da se celice lahko odzovejo na zunanji RNAi. Pri tem mehanizmu se 
prevzem dsRNA opira na endocitozo, posredovano z receptorjem (Saleh in sod., 2006). Poznani 
sta pot prevzema, odvisna od klatrina, in fagocitoza s posredovanjem vzorčno prepoznavnih 
receptorjev PRR (angl. pattern recognition receptors) (Kunte in sod., 2019). 
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Slika 3: Dve predlagani poti prevzema dsRNA v celice. (levo) Prevzem s transmembranskim kanalom, kjer je 
prevzem posredovan s SID-1 in SID-2 proteini. (desno) Prevzem z endocitozo, kjer se dsRNA veže ali na PRR ali 
klatrin receptorje (prirejeno po Kunte in sod., 2019). 
  
5 MEHANIZMI OBRAMBE RASTLIN IN APLIKACIJA 
Znano je, da žuželke prevzemajo dsRNA, daljše od 50 bp, sRNA pa ne. Kljub temu so nekatere 
raziskave pokazale, da tudi sRNA lahko sproži utišanje genov (Borgio, 2010). Rastline in glive 
pa prevzamejo tako dsRNA kot sRNA, kar kaže na različen vnosni mehanizem med organizmi 
(Wang in Jin, 2017).  
 
Ko so RNA molekule aplicirane, morajo, da bi pričele gensko utišanje, vstopiti v celico tarčnega 
organizma. Ta proces lahko poteka posredno ali neposredno. Posredno pomeni, da RNA 
molekule najprej vstopijo v rastlino, njen žilni sistem, ki ga nato zajede žuželka oziroma 
škodljivec. Neposredni vnos pa nastane, ko so molekule RNA prevzete z neposrednim stikom ali 
s prehranjevanjem iz površine rastlin (Cagliari in sod., 2019). Pri posrednem vnosu so bile 
zaznane omejitve, povezane z učinkovitostjo translokacije molekul RNA znotraj rastlinskega 
vaskularnega sistema, in procesiranje dsRNA v rastlini z RNAi. Kljub temu da je za RNA 
znano, da se lahko premikajo skozi rastlinski žilni sistem, je pri nekaterih poskusih bila zaznana 
neučinkovita translokacija teh molekul v rastlinskem vaskularnem sistemu (Gogoi in sod., 
2017). 
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Poleg prehranjevanja je vstavljanje dsRNA v žuželke mogoče z namakanjem le-teh in  
mikroinjiciranjem, vendar ti dve metodi nista praktični za uporabo v industriji ali na aplikativni 
ravni, sta pa učinkoviti za raziskovanje kandidatov in optimizacijo dsRNA. 
 
5.1 OBRAMBA S TRANSFORMACIJO 
V zadnjih letih je bila tehnologija RNAi uporabljena v inženiringu metabolizma rastlin glede na 
različne lastnosti in tarče. Znanih je veliko primerov, ko so z RNAi izboljšali razne lastnosti 
rastlin. Večina sedanjih transgenih rastlin s specifično odpornostjo proti škodljivcem temelji na 
Bt (Bacillus thuringiensis) toksinih, ki delujejo v membranah epitelijskih črevesnih celic pri 
insektih (Wu in sod., 2008). Bt toksini so zelo specifični proti določenim insketom, vendar se je 
z nenehno izpostavljenostjo le-tem pri insektih razvila odpornost. Prav to je privedlo do razvoja 
novih strategij za odpornost proti škodljivcem.  
 
5.1.1 Transgene rastline 
Ena izmed metod za zatiranje škodljivcev je uvedba transgenih rastlin, kjer se s pomočjo RNAi 
tehnologije preoblikuje genom rastline, da le-ta izraža dsRNA. Tako tretiranje žuželk s 
transgenimi rastlinami lahko povzroči deformacije ali oviranje škodljivcev in tudi njihovo smrt. 
Xiong in sodelavci, 2013, so pri južni plodovrtki (Helicoverpa armigera) s pomočjo RNAi 
tehnologije transgenega tobaka utišali gen HaHR3, ki je hormonski receptor HR3 in sodeluje pri 
razvoju ličink. Razvili so transgeno rastlino, ki sproži RNAi v žuželki in utiša tarčni gen. 
Transformacija je bila izvedena z ustreznim RNAi vektorjem v kalus tobaka. Utišanje gena pri 
H. armigera po zaužitju transgene rastline, ki izraža hairpin-RNA (hpRNA), je povzročilo 
motnje v razvoju in smrtnost ličink (Xiong in sod., 2013). 
 
5.1.2 Rekombinantni virusi 
En izmed načinov obrambe pred škodljivci z RNAi je tudi uporaba rekombinantih virusov. 
VIGS (angl. virus-induced gene silencing oziroma utišanje genov s pomočjo virusov) je pristop 
uporabe rekombinantnih virusov, ki vsebujejo sekvence proti ciljnemu genu (Matthias in sod., 
2013). Poleg utišanja endogene ekspresije genov pri okuženih celicah in tkivih se VIGS lahko 
izkoristi tudi za specifično RNAi utišanje, kjer so RNAi efektorji kot posledica okužbe 
patogenov preko gostitelja z rekombinantnim virusom, kar bi privedlo do utišanja ciljnih genov 
v patogenu. Bao in sod., 2016, so preko Agrobacterium tumefaciens z infiltracijo v rastlino 
Nicotiana benthamiana vnesli preko virusa tobačnega mozaika vektor za efektorje RNAi za 
utišanje hitinaznih genov v koruznem škodljivcu Mythimna separata. Po hranjenju z rastlinami, 
ki so bile okužene z virusom, so pri M. separata opazili utišanje genov in posledično zmanjšanje 
telesne mase škodljivca. 
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5.1.3 Transplastomske rastline 
Večina metod transformacije temelji na preureditvi genoma v jedru celic, pri nekaterih rastlinah 
pa je mogoča preureditev kloroplastne, plastidne DNA, s čimer dobimo transplastomske rastline, 
ki so lahko zanesljiva platforma za zatiranje škodljivcev. 
 
Jin in sod. (2015) so preoblikovali kloroplaste tobaka s konstrukti, ki ciljajo tri različne gene 
(p450 monooksigenaza, v-ATPaza in hitin sintaza) južne plodovrtke (Helicoverpa armigera). 
Vsak konstrukt producira kratke RNA, ki ustreza zaporedju tarčnega gena in s tem omogoči 
utišanje ali zmanjšanje izražanja ciljnega gena. Ličinke H. armigera so s hranjenjem s 
transformiranim tobakom močno zaostajale v rasti v primerjavi s kontrolno skupino, s čimer je 
bilo dokazano delovanje kloroplastnih dsRNA. 
 
Učinkovitost transplastomske RNAi je bila pokazana tudi v primerjavi jedrno ali plastidno 
transformiranega krompirja, s konstrukti, ki ciljajo gene krvožilnega sistema koloradskega 
hrošča (Leptinotarsa decemlineata). V translpastomskih rastlinah je bilo ustvarjene veliko 
dsRNA v listih, pri jedrsko transformiranih rastlinah pa veliko manj. Opažena je bila veliko 
večja učinkovitost na tarčne gene hroščev, ki so se prehranjevali s transplastomskim 
krompirjem, kar je posledično vodilo tudi v večjo smrtnost hroščev (Zhang in sod., 2015). 
 
5.2 NETRANSFORMIRANA OBRAMBA 
Zaščito pridelka z RNAi je mogoče doseči tudi z netransformativnimi strategijami. Ne glede na 
strategijo vnosa produktov na bazi RNA je to potencialna alternativa pesticidom (Koch in sod., 
2016). Netransgeni izdelki, ki temeljijo na RNAi, zagotavljajo alternativne načine uporabe te 
tehnologije in vivo. Glede na to, da bodo netransgeni izdelki utišali gene brez uvedbe dednih 
sprememb v genomu, je mogoče pričakovati, da ne bodo obravnavani kot gensko spremenjeni 
izdelki, torej se obeta skrajšanje časa in postopkov za dovoljenje uporabe le-teh, prav tako pa 
tudi boljše sprejemanje v javnosti (Cagliari in sod., 2019).  
 
Nova generacija biopesticidov, ki temeljijo na RNA, bi lahko zaobšla tehnične omejitve 
rastlinskih transformacij in zaskrbljenost/skeptičnost javnosti glede gensko spremenjenih rastlin, 
zagotavljala bi enostavno orodje za pridelavo in skladiščenje rastlin in predstavljala okolju 
prijazno strategijo zatiranja škodljivcev (Wang in sod., 2017). Poleg tega pa ima tudi potencial 
delovanja na več vrst škodljivcev hkrati in zaradi uporabe netransgenih strategij vnosa ne bi 
prišlo do razvoja odpornosti pri tarčnih organizmih, kar je lahko težava v transgenih rastlinah. 
Razvoj odpornosti RNAi je lahko povezan z zmanjšanjem celičnega vnosa, zmanjašnjem 
mutacij v mRNA, s proizvodnjo supresorjev RNAi, povečanjem regulacije tarčnega gena ali z 
zmanjšanjem regulacije sistema za utišanje genov, s povečano nukleazno aktivnostjo ali celo z 
vedenjskimi spremembami (Garbutt in Reynolds, 2012). Škodljivci so pri netrasngenih tehnikah 
vnosa le za določen čas izpostavljeni dsRNA, kar bi preprečilo razvoj odpornosti.  
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Delovanje RNAi navadno sproži dsRNA ali siRNA. Prva raziskana možnost uporabe sintetične 
miRNA za utišanje tarčnega gena, tripsinu podobne serin proteaze, Ha-TLP, s katero so hranili 
južno plodovrtko (Helicoverpa armigera), je pokazala na uspešno delovanje tudi te vrste RNA, 
saj se je glede na kontrolno skupino povečala umrljivost in zmanjšala plodnost (Jayachandran in 
sod., 2013). 
 
5.2.1 Aplikacija 
Apliciranje RNA za aktivacijo RNAi na ali v rastline je mogoče na več različnih načinov. In 
vitro sintetizirane RNA lahko eksogeno apliciramo z mehansko inokulacijo, infiltracijo, foliarno 
aplikacijo s pomočjo pipet, direktnim injiciranjem v škodljivce ipd. Industrijsko najbolj 
praktične in uporabne pa so metode, kot so škropljenje rastlin, injiciranje v deblo ter namakanje. 
 
 
Slika 4: Netransformirane strategije za indukcijo utišanja genov na osnovi RNAi, injiciranje v deblo, namakanje in 
škropljenje (prirejeno po Cagliari in sod., 2019). 
 
5.2.1.1 Škropljenje rastlin 
Škropljenje rastlin je aplikacija nanosa RNA na rastline, ki najbolj deluje na tiste škodljivce, ki 
zajedajo liste in semena ali rastejo na nadzemnih delih rastlin. Ta način aplikacije je podoben 
uporabi navadnih kemičnih pesticidov, vendar je razpolovni čas RNA pesticidov krajši, kar bi 
lahko bilo okolju prijaznejše (De Andrade in Hunter, 2016).  
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Eden izmed prvih poskusov tega načina aplikacije je bil izveden z uporabo siRNA proti 
kapusovem molju (Plutella xylostella), in sicer je bila siRNA sintetizirana na podlagi zaporedja 
komplementarne DNA (cDNA) acetilholinsteraznega gena AChE iz P. xylostella, ki se nahaja v 
sinapsah v centralnem in perifernem živčnem sistemu pri vseh živalih in je ključnega pomena 
pri hidrolizi nevrotransmiterja acetilholina. Na ta gen je razvitih tudi veliko kemičnih 
insekticidov za zatiranje različnih vrst žuželk. Sprva je bil poskus izveden v laboratoriju, nato pa 
še na terenu, kjer so rastlini Brassica oleracea in Brassica alboglabra škropili s siRNA. 
Opažena je bila visoka stopnja umrljivosti kapusovega molja, P. xylostella, tako v 
laboratorijskih kot terenskih testih, poleg tega pa ni bilo opaženih vplivov na gostiteljsko 
rastlino (Gong in sod., 2013). 
 
Siva grozdna plesen (Botrytis cinerea) je glivična bolezen, ki povzroča velike škode 
vinogradnikom po celem svetu. Za zatiranje B. cinerea pred in po trgatvi so bili izbrani trije 
tarčni geni za utišanje s pomočjo ustreznih sintetiziranih dsRNA. Prvi gen, erg11, sodeluje pri 
biosintezi ergosterola, ki je specifični glivni sterol, drugi gen, chs1 (hitin sintaza), ima ključno 
vlogo pri polimerizaciji glivne celične stene, tretji gen pa je bil EF2 (elongacijski faktor 2), ki 
katalizira ribosomsko translokacijo med sintezo proteinov. Narejeni so bili tako in vitro poskusi 
dsRNA delovanja na rast glive kot in vivo poskusi na vinski trti (Vitis vinifera), kjer je bila 
opazovana rast glive in vpliv na grozdne jagode, saj je to najbolj prizadeto mesto okužbe. V in 
vitro poskusih je bila vidna zmanjšana rast plesni pod vplivom dsRNA glede na kontrolno 
skupino. In vivo poskusi so temeljili na škropljenju listov, adsorpciji RNA na pecelj listov ter 
škropljenju grozdnih jagod po trgatvi. Pri škropljenju listov je bil opazen zmanjšan razvoj 
patogena, vendar je bolezen bila še vedno prisotna, pri adsorpciji na peclje je dsRNA v nekaterih 
primerih prišla do ksilema, kar je privedlo do širjenja dsRNA znotraj rastline. Ugotovljena je 
bila manjša dovzetnost grozdov za razvoj glivične bolezni. Škropljenje jagod po trgatvi pa je 
pokazalo, da je dsRNA na površinah jagod zmanjšala razvoj bolezni in bila prepoznana kot 
najučinkovitejša metoda (Nerva in sod., 2020). 
 
5.2.1.2 Injiciranje v deblo 
En izmed načinov aplikacije je injiciranje RNA v deblo rastlin, kar omogoča uporabo zatiralcev 
patogenov in izogibanje slabostim drugih metod aplikacij. Injiciranje v deblo je ugodno 
predvsem pri visokih rastlinah, drevesih, kjer s škropljenjem, ki je najbolj uporabljena metoda 
aplikacije, ne dosežemo vseh točk rastline. Ta način aplikacije omogoča neposredno dovajanje 
RNA v žilni sistem rastline, s čimer obide koreninske ali kutikularne ovire za širjenje po rastlini.  
 
Ena izmed raziskav na tem področju zajema injiciranje RNA molekul v rastline jablane (Malus 
domestica) in vinske trte (Vitis vinifera). V debla so bile injicirane hpRNA in po 24 urah so bile 
te molekule izražene v listih rastlin, kar kaže na to, da bi lahko z injiciranjem RNA v debla 
rastlin le-te prišle po žilnem sistemu do drugih tkiv, ki jih napadajo škodljivci, in posledično 
delovale nanje (Dalakouras in sod., 2018). 
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Hunter in sod. (2012) so v raziskavi, ki je potekala na citrusih, s pomočjo injiciranja dsRNA v 
deblo uspešno utišali gen za arginin kinazo pri škodljivcu Diaphorina citri. Ta gen ima ključno 
vlogo pri fiziologiji insektov in metabolizmu. V poskusu je bil zaznan uspešen prevzem dsRNA 
v škodljivce, poleg tega pa se je dsRNA zadržal v rastlinah tudi do 57 dni, iz česar lahko 
sklepamo, da gre za dolgotrajnejšo zaščito rastlin kot pri metodi škropljenja (Hunter in sod., 
2012). 
 
5.2.1.3 Namakanje 
Namakanje je metoda aplikacije, ki preko prevzema dsRNA preko koreninskega sistema in 
omogoča zatiranje škodljivcev na celotnem območju rastline in omogoči sprožitev RNAi pri 
raznih škodljivcih.  
 
Kot pokazatelj, da je namakanje sadik, korenin ali semen v sintetizirani dsRNA res ustrezen 
način zatiranja škodljivcev, so Li in sod. (2015) naredili poskus na rižu (Oryza sativa) in koruzi 
(Zea mays). Korenine riža so namakali v raztopini, ki je vsebovala dsRNA za tarčna gena Ces 
(karboksilesteraza) in Cyp18a1 (citokrom p450) organizma Nilaparvata lugens, ki je en izmed 
pomembnih riževih škodljivcev. Sadike koruze pa so namakali v raztopini z dsRNA za tarčni 
gen Kti (Kunitz-type tripsin inhibitor) koruzne vešče (Ostrinia furnacalis), ki je pomemben 
škodljivec, ki poleg koruze napade tudi sončnice, divji riž in sirek. Patogeni so se hranili s 
tretiranimi rastlinami in v obeh primerih je bilo opazno utišanje tarčnega gena in povečana 
smrtnost nimf in ličink (Li in sod., 2015). 
 
 
Slika 5: Eksogena uporaba molekul RNA v rastlinah proti različnim ciljnim organizmom, kot so endogeni ratlinski 
geni, virusi, žuželke in glive (prirejeno po Dalakouras in sod., 2020). 
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5.3 IZBOLJŠAVE RNAi UČINKOVITOSTI 
Učinkovitost RNAi temelji predvsem na dovajanju oziroma prevzemu nepoškodovane RNA v 
celice, zato se znanstveniki poslužujejo različnih metod za izboljšanje tega postopka. 
 
5.3.1 Nanodelci 
Nanodelce se uporablja za zmanjšanje razgradnje RNA in za povečanje celičnega vnosa 
nepoškodovane RNA. Polimerni nanodelci so lahko naravnega izvora ali sintetično pridobljeni, 
uporabljajo se pa predvsem zaradi enostavnosti, stabilnosti za spreminjanje površin, biološke 
razgradljivosti in tudi okoljske varnosti (Vauthier in sod., 2003). Prednost uporabe nanodelcev 
pri zaščiti rastlin je, da so lahko specifično zasnovani za določene dsRNA, so inertni in lahko 
izboljšajo prevzem dsRNA tako v rastlino kot v škodljivca (Ghormade in sod., 2011). 
 
Povečana učinkovitost RNAi z nanodelci je bila dokazana že v več različnih poskusih. Ličinke 
koruzne vešče (Ostrinia furnacalis) so hranili z različnimi prehrambnimi mešanicami, ki so 
vsebovale sintetizirano dsRNA za utišanje, hitinazi podobnega (angl. chitinase-like) gena 
CHT10, ki preprečuje brstenje embrijev, levitve ličink, zabubljenje in metamorfozo odraslih 
žuželk. Ena izmed prehrambnih mešanic je vsebovala mešanico fluorescentnih nanodelcev, ki se 
lahko hitro vključijo v žive celice z nizko citotoksičnostjo in visoko transfekcijsko 
učinkovitostjo, poleg tega pa so pozitivno nabiti, kar omogoča lahko vezavo dsRNA nanje. 
Samo pri ličinkah, katerih prehrana je vsebovala kompleks dsRNA in fluorescentne nanodelce, 
se je pokazalo utišanje gena CHT10 preko RNAi. Videna je bila zmanjšana velikost ličink in 
težave z levitvami, ki so privedle do smrti (He in sod., 2013). 
 
5.3.2 Liposomi 
Liposomi so sestavljeni iz naravnih lipidov, so netoksični in biološko razgradljivi (Van Rooijen 
in van Nieuwmegen, 1980). Uporabljajo se tudi za boljšo učinkovitost zdravil oziroma njihovih 
zdravilnih učinkovin, kjer so le-ta zaprta v liposom, le-ti pa se brez razgradnje in stranskih 
učinkov prenesejo na receptorje.  
 
Prav ta metoda izboljšave je primerna pri vinski mušici, ki, kot je že zgoraj omenjeno, dsRNA 
prevzema z endocitozo preko receptorjev. Ta proces prevzema dsRNA je počasnejši kot s 
transmembranskimi kanalčki, zato je pri prevzemu dsRNA zaželena pomoč z liposomi. V 
poskusu s štirimi različnimi vrstami vinskih mušic (D. melanogaster, D. sechellia, D. yakuba in 
D. peudoobscura), kjer so se ličinke hranile z dsRNA, ki je bila inkapsulirana v kationskih 
liposomih, za utišanje gena ɤ-tubulina, ki ima bistveno vlogo pri nastanku in organizaciji 
mikrotubul med mitozo, je bilo, za razliko od tistih, kjer dsRNA niso bile inkapsulirane v 
liposome, opaženo utišanje gena, kar je vodilo v motnje mitoze in posledično smrt ličink 
(Whyard in sod., 2009). 
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5.3.3 Kemične modifikacije 
Razvoj kemijskih modifikacij ene ali obeh verig lahko privede do izboljšanja stabilnosti, 
podaljšanja razpolovne dobe siRNA dupleksov med in vivo cirkulacijo, povečanja 
farmakokinetičnih lastnosti siRNA, usmerjanja siRNA na tarčno specifične celice ter povečanja 
afinitete na vezavno mesto. Uporaba kemične modifikacije, kot je na primer dodajanje metilne 
skupine, bi lahko pomagala predvsem pri povečanju specifičnosti dsRNA (Chernolovskaya in 
Zenkova, 2010). 
 
6  ZAKLJUČEK 
Ni dvoma, da je tehnologija uporabe malih RNA kot pesticidov zelo perspektivna, saj omogoča 
zatiranje škodljivcev z zmerno malo možnostmi za razvoj odpornosti, specifično utišanje tarčnih 
genov, ki je mogoče na velikih površinah pridelkov in za različne vrste organizmov, 
škodljivcev, ki napadajo različne dele rastlin. Kljub temu obstaja nekaj omejitev, kot so 
prezgodnja razgradnja dsRNA, preden bi sploh prišlo do zaužitja, razgradnja dsRNA z encimi v 
procesu prebave, hidroliza dsRNA zaradi neustreznega pH, variabilnost delovanja RNAi med 
različnimi vrstami in odsotnost amplifikacije RNAi ter vpliv na netarčne gene in organizme, ki 
bi lahko bile ovire pri učinkovitosti pesticidnega delovanja.  
 
Kljub temu da sta Ameriška agencija za varstvo okolja (United States environmental protection 
agency) in Kanadska agencija za nadzor hrane (Canadian food inspection agency) že dovolili 
uporabo pesticidov na bazi RNAi, pa bo za veliko industrijsko rabo pesticidov te vrste potrebno 
še nekaj raziskav, ki bodo posegale predvsem na področja, kot so potencialni učinki na netarčne 
organizme, vpliv na okolje, primerna količina in način aplikacije.  
 
Vseeno pa lahko sklenem, da je RNAi tehnologija nova, okolju prijazna, specifična in 
učinkovita metoda zatiranja škodljivcev v prihodnosti. 
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